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Capítulo I: Introducción 
 
 
1.1 Infecciones respiratorias agudas (IRAs) 
Las IRAs son un conjunto de enfermedades que afectan el aparato respiratorio y 
tienden a ser de evolución rápida, es decir, se resuelven generalmente en un 
periodo máximo de 15 días, no obstante, pueden llegar a agravarse hasta causar 
enfermedades como bronquiolitis o neumonía [1]. Las principales formas de 
transmisión de las IRAs son directamente por el contacto persona-persona, 
mediante aerosoles o microgotas generadas al momento de estornudar el paciente 
y por fómites, los cuales han estado en contacto directo con el patógeno 
responsable de la infección [2]. Estas IRAs se clasifican como infecciones del 
tracto respiratorio superior (ITRS) e infecciones del tracto respiratorio inferior 
(ITRI). El tracto respiratorio superior consiste en las vías respiratorias desde las 
fosas nasales hasta las cuerdas vocales en la laringe, incluyendo los senos 
paranasales y el oído medio, mientras que el tracto respiratorio inferior se 
conforma por la continuación de las vías respiratorias desde la tráquea y bronquio 
hasta el bronquiolo y el alveolo [3]. 
1.1.1 Epidemiología de las IRAs 
Las IRAs son la principal causa de mortalidad en niños menores de 5 años a nivel 
mundial [4], atribuyéndoseles 944 mil defunciones en el 2015; en México en el 
2014, provocaron 3177 defunciones [5]. La incidencia global de las IRAs en los 
países en desarrollo se encuentra entre el 30 y 60% en la población pediátrica [6] 
y se estima que cada niño durante sus dos primeros años de vida sufre de 8 a 9 
episodios de ITRS cada año; cerca del 10% de éstos son graves y requieren 
hospitalización, lo que implica una demanda elevada de atención médica. La 
mayoría de las muertes se deben a afecciones como bronquiolitis y neumonía, 
siendo estas en muchos casos de origen viral [7]. 
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1.1.2 Agentes etiológicos de las IRAs 
Los principales agentes etiológicos de las IRAs incluyen bacterias, virus y hongos. 
Las bacterias comúnmente asociadas a las IRAs son Streptococcus pneumoniae 
(S. pneumoniae), Haemophilus influenzae y Staphylococcus aureus. Otras 
bacterias atípicas como Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae y 
Klebsiella pneumaniae son detectadas con menor frecuencia [8]. 
S. pneumoniae es la principal bacteria responsable de las IRAs en niños debido a 
que está presente de forma asintomática en el 60% de ellos, esperando la llegada 
de otro serotipo de la misma bacteria para promover la colonización e infección del 
tracto respiratorio [9-11]. S. pneumoniae es el agente patógeno causal más común 
de la neumonía durante la niñez, causando un estimado de 1.8 millones de 
muertes a nivel mundial en niños menores a 5 años [12]. 
En cuanto a los virus, tenemos que el rinovirus humano (hRV), virus sincitial 
respiratorio (RSV), virus de la influenza A (IVA) y B (IVB), virus de la parainfluenza 
humana del 1 al 3 (PIV1-PIV3), adenovirus, coronavirus, metaneumovirus humano 
(hMPV) y bocavirus humano son más frecuentemente detectados en niños con 
IRAs. Se estima que en niños el 60% de los IRAs son causados por virus 
respiratorios [8]. Debido a esto nuestra investigación se enfoca en analizar y 
describir los virus respiratorios presentes en la población de estudio.  
1.1.3 Cuadro clínico de las IRAs 
A pesar de que numerosos patógenos están asociados con las IRAs, sus 
manifestaciones clínicas son muy similares en todos los casos, 
independientemente de la causa. No obstante, podemos clasificar las 
manifestaciones clínicas dependiendo de si la infección se encuentra a nivel de 
tracto respiratorio superior o inferior. 
1.1.3.1 Cuadro clínico en tracto respiratorio superior 
Las ITRS son las enfermedades infecciosas más comunes, causando afecciones 
como rinitis (resfriado común), sinusitis, infecciones del oído medio, faringitis 
aguda o amigdalitis, epiglotitis y laringitis. De las anteriores, las infecciones del 
oído medio y la faringitis son las que causan las mayores complicaciones (sordera 
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y fiebre reumática aguda, respectivamente). La gran mayoría de las ITRS tienen 
una etiología viral [3].  
Los virus causan entre el 70-90% de los episodios de ITRS, siendo los más 
reportados el RSV, hRV, PIV, IVA, adenovirus, hMPV, bocavirus y coronavirus. Se 
ha observado que los niños son los más afectados por estas infecciones e incluso 
los predisponen a infecciones bacterianas. La aspiración de secreciones y células 
infectadas pueden dar lugar a ITRI [13]. 
1.1.3.2 Cuadro clínico en tracto respiratorio inferior 
Las ITRI ocupan un menor porcentaje, pero una mayor tasa de mortalidad. Los 
grupos que presentan mayor riesgo son los niños pequeños y los adultos mayores. 
Los principales síndromes causados por las ITRI son neumonía y bronquiolitis, las 
cuales se caracterizan por acelerar la frecuencia de la respiración [13].  
La bronquiolitis ocurre principalmente en niños preescolares, el RSV es el virus 
más relacionado a esta condición (50-75% de los casos). La neumonía tiene una 
mayor incidencia en niños menores a 3 años, a esta condición se han asociado los 
virus RSV (50% de los casos) y PIV (25%). Se ha observado que el virus IVA 
causa neumonía severa con una alta tasa de mortalidad [13]. 
1.2 Respuesta inmune innata antiviral 
La respuesta inmune innata es la primera barrera de defensa contra patógenos 
virales. Las células del sistema inmune innato (células epiteliales, células 
dendríticas plasmacitoides, células natural killer (NK), etc.) expresan receptores de 
reconocimiento de patrón (PRR), los cuales regulan la síntesis de citocinas pro-
inflamatorias e interferones tipo 1 (IFNI). La inducción de estas citocinas es 
mediada por algunos factores de transcripción como el factor nuclear (NF)-kB y los 
factores reguladores de interferones (IRFs). Los PRR que participan en la 
detección de los virus son los receptores tipo Toll (TLR), las helicasas de RNA y 
los sensores de DNA citosólicos [14] (Figura 1).  
Los componentes de la respuesta inmune innata pueden ser tanto físicos como 
químicos (epitelio y mucosa). Los procesos fagocíticos en la respuesta inmune 
4 
 
innata incluyen la participación de células fagocíticas (monocitos, macrófagos y 
neutrófilos), células dendríticas y células NK, así como la producción de moléculas 
solubles (citocinas, interferones, complemento, proteínas de fase aguda y péptidos 
antimicrobianos) [15, 16]. 
Las células epiteliales están involucradas en la producción de proteínas 
(lactoferrina), enzimas (lisosima), péptidos antimicrobianos (defensinas), citocinas 
(TNFα, IL-1ȕ, IL-6) y quimiocinas (CXCL8 Y CXCL10), las cuales actúan en 
conjunto para eliminar o neutralizar un virus. Cuando el epitelio pierde su 
integridad por el efecto de una infección viral, se observan consecuencias como la 
exposición de terminaciones nerviosas sensoriales, un incremento de los 
receptores encontrados en la membrana basal, el mal funcionamiento de las 
sustancias que modulan la sensibilidad, y finalmente, la activación de la respuesta 
inflamatoria conlleva a la alteración de los mediadores inflamatorios [17]. 
Las células NK son linfocitos con gránulos intracelulares. En la respuesta inmune 
innata antiviral, los receptores KIR de las células NK reconocen el complejo mayor 
de histocompatibilidad de clase 1 (MHC I) de las células infectadas, 
promoviéndose la liberación de los gránulos (perforinas y granzimas) y causando 
la muerte celular. Las células NK son activadas por la estimulación de interferones 
tipo 1 y de otras citocinas como IL-12, IL-15 e IL-18 producidas por las células 
infectadas, por células dendríticas y/o macrófagos [18].  
Por último, otra de las células importantes en la respuesta inmune innata antiviral, 
son las células dendríticas, las cuales están presentes en varios tejidos como la 
piel, el epitelio respiratorio y en la mucosa. Las células dendríticas plasmacitoides 
(pDCs) representan un linaje especializado  en la producción de interferones tipo 1 
(principales moléculas antivirales), además contribuyen generando IL-12 e 
induciendo la producción de IL-15, la cual activa a las céluas NK [19]. 
1.2.1 Receptores tipo Toll y el reconocimiento viral 
Los receptores tipo Toll son proteínas de la familia de los PRRs y cumplen una 
función crítica de discriminación entre lo propio y lo no propio. Los TLRs de 
mamífero interactúan con productos microbianos para transmitir una serie de 
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cascadas de señalización involucrando adaptadores y quinasas que finalmente 
llevan a la activación de la transcripción de genes de citocinas. Los TLRs usan su 
dominio receptor común citoplasmático Toll de interleucina 1 (TIR) para transmitir 
respuestas celulares a través del reclutamiento de adaptadores, incluyendo 
MyD88, TRIF, TRAM y Mal [20]. La asociación entre las IRA virales y los TLRs se 
describió por primera vez con la participación de TLR4 en la respuesta inflamatoria 
de citocinas al RSV [21], donde se observó que la respuesta se genera al unirse 
directamente la proteína de fusión F del virus a dicho receptor.  
Algunos TLRs, incluyendo TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 se localizan en el 
endosoma, además a TLR3 algunas células también lo expresan en su superficie. 
TLR3 interactúa con RNA de doble cadena (dsRNA), por lo que puede detectar 
algunos reovirus y sustancias homologas del RNA como poly I : C [14]. Se ha 
demostrado que TLR7 estimula la producción de citocinas por medio de su 
interacción con genomas virales de RNA de cadena sencilla (ssRNA),  como el 
IVA y el virus de la estomatitis vesicular [22]. TLR9 se encuentra en el endosoma 
de manera predominante y es activado por islas CpG no metiladas de DNA 
encontradas en virus como el del Herpes simplex [23].  
1.2.2 Helicasas de RNA y reconocimiento viral 
Uno de los PRRs citoplasmáticos encargados de la detección del RNA viral es el 
gen del ácido retinóico inducible (RIG-1), el cual es un miembro de la familia de 
helicasas de RNA de cajas DExD/H. El RNA viral 5’ trifosfato ha demostrado ser 
ligando de RIG-1 [24]. RIG-1 contiene proteínas de interacción con dominios de 
activación y reclutamiento de caspasas (CARDs) así como el dominio TIR; es 
capaz de mediar interacciones homotípicas que promueven eventos de 
señalización. A través de los dominios CARD, RIG1 transmite sus señales río 
abajo para activar IRF3 y NF-kB, lo cual induce la producción de IFN-ȕ. Los 
dominios CARD poseen proteínas adaptadoras como MAVS e IPS-1. MAVS 
contiene un dominio CARD que le ayuda a la transducción de señales río debajo 
de RIG-1 [25]. Las quinasas IKKε y TBK1 son claves para la fosforilación de IRF3 
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río debajo de MAVS y RIG-1. RIG-1 es responsable de la generación de 
interferones tipo 1 tras la detección de virus respiratorios [26].  
El gen 5 asociado a la diferenciación del melanoma (MDA5) y Lgp2 son dos 
helicasas encontradas en el humano. Las funciones de MDA5 son muy similares a 
las de RIG-1, ya que guía la señalización de IRF y NF-kB a través de MAVS. En 
contraste, Lgp2 carece del dominio CARD y actúa como un regulador de 
retroalimentación negativa de la señalización de RIG-1 y MDA5 en respuesta a la 
estimulación viral [26, 27].  
1.2.3 Rol de los IRFs en la respuesta inmune antiviral   
Los factores reguladores de interferón son transductores intracelulares esenciales 
para los genes de la respuesta inmune innata. IRF1, IRF3 e IRF7 han demostrado 
ser importantes en la respuesta de IFNI. El reconocimiento viral por los TLRs o las 
helicasas citosólicas guían hacia la fosforilación y dimerización de IRF3 o IRF7, 
seguido de su translocación al núcleo. La activación de IRF3 guía a la producción 
de IFN-ȕ mientras que IRF7 promueve la generación de IFN-α. IRFγ se expresa 
en la mayoría de las células de la respuesta inmune innata, mientras IRF7 se 
restringe a su expresión constitutiva en células dendríticas plasmacitoides. TLR3 y 
TLR4 reclutan al dominio TRIF para mediar la respuesta antiviral activando IRF3 e 
IRF7. Esta señalización ocurre río abajo del adaptador MAVS y es independiente 
de MyD88. Cabe recalcar que la señalización por MyD88 es requerida para la 
inducción de interferones vía TLR7, 8 y 9. La expresión restringida de IRF7 es muy 
importante debido a que solo las células que expresan IRF7 pueden producir IFN-
α [28].  
Por lo tanto, las células al estar expresando PRRs contribuyen al proceso 




Figura 1. Respuesta inmune innata antiviral. Izquierda: vía de señalización PRRs. 
Derecha: vía de señalización de interferones. 
1.3 Relación entre PRRs, vías de señalización y producción de citocinas en 
células infectadas con virus respiratorios 
En general, la producción de citocinas en células inmunológicas como los 
linfocitos, es inducida a través de los receptores de estas mismas sobre las 
células. Este proceso ocurre en las células infectadas por virus. La producción de 
citocinas es guiada en la inmunidad innata a través de los PRRs, tales como 
TLRs, RLRs (RIG-1 y MDA5) y NLRPs (complejos del inflamasoma) [29]. En los 
TLRs, gracias a su señalización de moléculas río abajo de TRIF y MyD88 se guía 
la producción de varias citocinas como interferones tipo 1 y citocinas pro-
inflamatorias. En las vías llamadas dependientes de MyD88 (TLR1, 2 y 5-9) se 
producen algunas citocinas pro-inflamatorias como TNFα, IL-1, IL-6 e IL-8. En el 
caso de TLR3 su vía es independiente de MyD88, mientras que para TLR4 puede 
ser tanto dependiente como no. Lo anterior sugiere que la señalización de cada 
TLR es única y complicada [29]. 
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En macrófagos y células epiteliales los NLRs juegan un papel crucial en el 
reconocimiento de virus y bacterias. Actualmente cerca de 20 tipos de NLRs han 
sido encontrados en el humano siendo los más representativos NLRP1, NLRP3 y 
NLRPC4. Los NLRs muestran propiedades tanto de PRR como de moléculas de 
señalización, además de que la región N-terminal de estos puede reclutar CARDs. 
Por ejemplo, NLRP3 se une a la procaspasa 1 a través de la activación de TLRs 
(TLR4) formando el inflamasoma; este complejo libera la caspasa 1 activa, la cual 
actúa sobre pro-IL-1ȕ y pro-IL-18, guiando a su producción en las células [30].  
RIG-1 y MDA5 son capaces de reconocer algunos virus de ssRNA como RSV e 
IV, lo cual lleva a la producción de interferones tipo 1 en fibroblastos. En particular, 
RIG-1 se une a IVB [31]. 
1.3.1 Producción de citocinas asociadas a la infección por virus respiratorios 
Se puede observar en la Tabla 1 el perfil de producción de citocinas en algunas 
células, muestras de pacientes y modelos animales infectados por virus 
respiratorios. Es referido en varios reportes que los virus respiratorios inducen 
diversos tipos de citocinas in vivo e in vitro. Previamente estudios in vitro 
demuestran que los virus IVA infectan células epiteliales del tracto respiratorio, con 
la consecuente elevación de IL-1, IL-6 e IL-8. Dicha producción se asocia al 
inflamasoma [29].  
Las células epiteliales del tracto respiratorio infectadas con hRV producen IL-1, IL-
6, IL-8, RANTES, eotaxina, IP10, IL-11, TNFα, GM-CSF, IFN-1ȕ e IFN-λ. Mientras 
que las células infectadas por RSV producen IL-1 e IL-4. Reportes adicionales con 
fibroblastos pulmonares humanos infectados con PIV3, mencionan una expresión 
excesiva de IL-1ȕ, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, G-CSF, GM-CSF, IFN-Ȗ, 







Tabla 1. Perfil de citocinas según el agente causal de la IRA. 
Virus Muestra Citocinas y Quimiocinas Referencias 
Rinovirus (hRV) BEAS-2B IL-6, TNFα, IL -8, CXCL10 Koetzler et al., (2009) 
[32]; Sharma et al., 
(2009) [33]. 
Aspirado nasal IFN-Ȗ, IL -6, IL -8, CXCL10, 
eotaxin, RANTES 
Lewis et al., (2012) [34]. 








IL-2R, IL-6, IL-8, MIP-1α, 
MIP-1ȕ, MCP-1, IL-1ȕ, IL1-
RA, IL-7, EGF, HGF   
Tabarani et al., (2013) 
[36]. 
BECs TNFα, IL-6, IL-8, IL-12, e IL-
18  
See y Wark, (2008) [37]; 
Klouwenberg et al., 
(2009) [38]. 
Fibroblastos IFNs tipo I Breiman et al., (2005) 
[39]; Loo et al., (2008) 
[40]; Jamaluddin et al., 
(2009) [41]; Bustos-
Arriaga et al., (2011) 
[31]. 
A549 GM-CSF Ishioka et al., (2011) 
[42]. 
MRC5 IL-1ȕ, IL -6, TNFα, IL -1RA, 
IFN-Ȗ, IFN-Ȝ1a, IL -2, IL -12, 
IL -4, IL -5, IL -10, IL -13, G-
CSF , GM-CSF, eotaxin, 
RANTES, IL -8, CXCL10, 
MCP-1, MIP-1α, PDGF -bb, 
VEGF , FGF-basic 
Seki et al., (2013) [43]. 
HEP-2 IL-1ȕ, MCP-1, MIP-1α, 
RANTES 
Martínez et al., (2009) 
[44]. 






CXCL10, IL-18 Malmo et al., (2016) [46]. 
Ratones BALB/c GM-CSF, IFN-α, IFN-Ȗ, IL-12 
p40 





IFNs tipo III Baños-Lara et al., (2015) 
[48]. 






humano tipo II 
IFNȕ,CXCL10, RANTES, IL-
6 
Domínguez et al., (2013) 
[50]. 
HEK293, HeLa IFNs tipo I Siu et al., (2014) [51]. 






EGF, VEGF, CCL17, TNFα, 
TNF-ȕ 







IFN-Ȗ, IL-2, IL-4 Guido et al., (2016) [54]; 
Chung et al., (2008) [55]. 
Suero TNFα, IL-2, IL-5, IL-8 Hirose et al, (2014) [56]. 
Virus de la 
influenza (IV) 
Lavado Nasal IFN-Ȗ, IL-4, IL-2 Melendi et al., (2007) 
[57]. 
THP1 IL -1ȕ, IL-18 Iwasaki and Pillai, (2014) 
[58]. 
Ratones BALB/c TGFȕ, IL-17A, IL-17F Iwasaki and Pillai, (2014) 
[58].  
Esputo y suero IL-6,   IL-8, RANTES Yamaya, (2012) [35]. 
Fibroblastos IFNs tipo I Breiman et al., (2005) 
[39]; Loo et al., (2008) 
[40]; Jamaluddin et al., 
(2009) [41]; Bustos-




MRC5 IL -1ȕ, IL -6, TNFα, IL -1ra, 
IFN-Ȗ, IL -2, IL -4, IL -5, IL -
10, G-CSF, GM-CSF, 
eotaxina, RANTES, IL -8, 
CXCL10, PDGF , VEGF 
Yoshizumi et al., (2010) 
[59]. 
Bacteria Muestra Citocinas y Quimiocinas Referencias 
S. pneumoniae Suero IL-1ȕ, IL-8,IL-6, IL-10, TNFα Bordon et al., (2013) 




IL-1ȕ, IL-8, GM-CSF,  MIP-
1α 
Cheng et al., (2013) [61]. 
C57BL/6 
neonatos 
IL-10 Bogaert et al., (2009) 
[62] 
 
Los resultados anteriores permiten reconocer perfiles diferenciales de producción 
de citocinas de acuerdo al agente viral, sin embargo son necesarios más estudios 
para determinar patrones de inducción específicos para cada virus. Es importante 
resaltar que los resultados obtenidos, en su mayoría son derivados de líneas 
celulares y modelos animales (Tabla 1) en donde el fondo genético de la cepa 
tiene marcada influencia en la generación de la respuesta inmune como sucede en 
la cepa C57BL/6 que promueve una respuesta Th1, sin embargo la cepa BALB/C 
es Th2 [63]. En cuanto a los resultados derivados de pacientes, estos 
comprometen tracto respiratorio inferior lo cual conlleva a una respuesta sistémica 
que no permite reconocer que sucede en el tracto respiratorio superior en 
pacientes pediátricos con IRAs. 
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Estos antecedentes permiten a nuestro grupo de investigación enfocarse en la 
determinación de citocinas en el microambiente del tracto respiratorio superior en 
























1.4 Antecedente directo 
En nuestro grupo de investigación un trabajo anterior (Tesis, Arredondo Loza 
2016), en el cual se determinó el perfil de citocinas en pacientes adultos con IRA 
viral, se encontró una asociación entre la sintomatología clínica y el perfil de 
citocinas. En el caso de infección por IVB, IL-4 se encontró subregulada en la 
mayoría de los síntomas a nivel sistémico, por lo que en este caso, dicha citocina 
no podría estar controlando la síntesis de citocinas pro-inflamatorias, lo cual 
favorece al daño causado por el virus.  
En las IRAs de tracto superior en adultos, la producción de citocinas pro-
inflamatorias como IL-6, TNF-α e IL-17A se encuentran elevadas y correlacionan 
con los síntomas (Figura 2). 
  
Figura 2. Correlación entre citocinas y síntomas generados tras una IRA viral en 
pacientes adultos. La mayoría de los síntomas se asocian a altas concentraciones de 
citocinas pro-inflamatorias. Correlación calculada con r de Pearson. El color azul indica 
subproducción y el rojo sobreproducción de las citocinas indicadas. 
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Capítulo II: Justificación 
 
 
A nivel mundial y nacional las IRAs causadas por virus tienen índices de morbi-
mortalidad elevadas, convirtiéndolas en la principal causa de defunción en niños 
menores de cinco años. En la actualidad existen pocos estudios que evalúen el 
perfil de citocinas en mucosa nasal de pacientes pediátricos con IRAs virales en 
tracto respiratorio superior, debido a esto es importante entender y esclarecer el 
microambiente presente de citocinas para determinar mecanismos regulatorios e 
identificar biomarcadores de gravedad así como posibles blancos terapéuticos 




Capítulo III: Objetivos 
 
 
3.1 Objetivo general 
 
Determinar el perfil de citocinas en mucosa nasal de pacientes pediátricos con 
infecciones respiratorias virales agudas. 
 
 
3.2 Objetivos específicos 
 
1. Identificar el (los) agente(s) causal(es) de la infección respiratoria viral 
aguda en los pacientes pediátricos. 
2. Identificar la presencia de Streptococcus pneumoniae en pacientes 
pediátricos con infección respiratoria aguda. 
3. Cuantificar los niveles de citocinas en fluido nasal de los pacientes.  












Capítulo V: Materiales y Métodos 
 
 
5.1 Materiales y Reactivos 
5.1.1 Material Biológico 
 Exudado Faríngeo (3 ml, pacientes y controles) 
 Lavado Nasal (1 ml, pacientes y controles) 
5.1.2 Material y Equipo de Laboratorio  
a) Labnet BioPette (Illinois, Estados Unidos)  
 Micropipetas autoclaveables de 0.5-10 µl, 2-20 µl, 20-200 µl, 100-1000 µl.  
 Micropipeta multicanal de 20-200 µl. 
b) Eppendorf (Hamburgo, Alemania)  
 Micropipeta de 0.1-2.5 µl. 
 Puntillas de 0.1 – 10 µl. 
 Tubos para microcentrífuga de 1.5 ml.  
 Microcentrífuga.  
c) Corning (Nueva York, Estados Unidos) 
 Tubos para PCR de 0.2 ml. 
 Crioviales de 2 ml. 
 Tubos de polipropileno de 15 ml.  
 Puntillas para micropipetas de 0.5-10 µl, 2-20 µl, 20-200 µl, 100-1000 µl. 
d) Bio-Rad (California, Estados Unidos) 
 Tirillas y tapas para qPCR. 
 Minicentrífuga. 
 Bio-Plex Pro Wash Station.  
 Termociclador CFX-96. 
 Bio-Plex 200.  
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e) Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, Estados Unidos) 
 NanoDrop 2000. 
 Lector de placas de ELISA. 
 Campana de bioseguridad nivel II.  
f) Proveedor de laboratorio en general 
 Hisopos de rayón estériles. 
 Pipetas berales de 2 ml.  
 Abatelenguas. 
5.1.3 Reactivos  
a) BD (Nueva Jersey, Estados Unidos)  
 Transporte Viral Universal de 3 ml.  
b) Qiagen (Hilden, Alemania)  
 QIAamp MinElute Virus Spin Kit (Extracción de ácidos nucleicos). 
 QuantiNova Probe RT-PCR Kit (qRT-PCR con Sondas de Hidrólisis). 
 QuantiNova SYBR Green PCR Kit (qRT-PCR con SYBR Green). 
c) Bio-Rad (California, Estados Unidos) 
 iQ Supermix (qPCR con Sondas de Hidrólisis). 
 Bio-Plex Pro-Human (Premixed) Th17 Cytokine Panel (Panel de 15 
citocinas). 
d) R&D Systems (Minnesota, Estados Unidos) 
 Human TGF-beta 1 DuoSet ELISA (ELISA tipo Sandwich para TGF-ȕ). 
e) PrimerDesign (Southampton, Reino Unido) 
 Primerdesign™ genesig® Advanced Kits for RSV, hRV, hMPV, IVA, IVB, 




f) Luminex Corporation (Texas, Estados Unidos) 
 xTAG® Respiratory Viral Panel Fast v2 (Panel para detección de Virus 
Respiratorios).  
g) Alpha DNA (Quebec, Canada) 
 Primers HKU1 [64]:  
a. F-HKU1: CCTAACTGTGATGTGAGTGATGTCA 
b. R-HKU1: ACAAACCAAAGACCATACCATTCATAACT 
 Primers PIV2 [65]: 
a. F-PIV2: GCATTTCCAATCTTCAGGACTATGA 
b. R-PIV2: ACCTCCTGGTATAGCAGTGACTGAAC 
h) Applied Biosystems (California, Estados Unidos) 
 Primers S. pneumoniae [66]:  
a. F-S. pneumoniae: ACGCAATCTAGCAGATGAAGC 
b. R-S. pneumoniae: TGTTTGGTTGGTTATTCGTGC 
c. P-S. pneumoniae: 
6FAMTTTGCCGAAAACGCTTGATACAGGGTAMRA 
i) PiSA (Nuevo León, México) 
 Solución salina. 
5.2 Metodología 
5.2.1 Reclutamiento de pacientes y controles 
Se realizó un estudio prospectivo de casos y controles entre las temporadas de 
invierno 2014-2015, 2015-2016 y 2016-2017. En conjunto con el Departamento de 
Pediatría del Hospital Universitario de la Universidad Autónoma de Nuevo León 
(UANL), se reclutaron tanto pacientes como controles, pareados por edad y 
género, que cumplieran con los siguientes criterios: 
 Criterios de inclusión: 
a. Pacientes menores de 18 años de edad no importando género. 
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b. Diagnóstico clínico de infección respiratoria aguda. 
 Criterios de exclusión: 
a. Paciente trasladado de otro hospital en el que hubiera estado internado 
por más de 48 horas. 
b. Internamiento en los tres meses previos por más de 48 horas por 
cualquier causa. 
c. Episodio de infección respiratoria aguda en los últimos 30 días. 
d. Tuberculosis pulmonar activa o sospechada por características de la 
placa. 
e. Paciente con cualquier neoplasia y/o que esté recibiendo quimioterapia. 
f. Paciente con síndrome de inmunodeficiencia adquirida por VIH. 
g. Uso de esteroides de manera crónica. 
 Criterios de eliminación: 
a. Baja cantidad de muestra. 
b. Mala calidad de la muestra. 
Al momento del reclutamiento, tanto a los tutores legales de los pacientes como de 
los controles se les aplicó una encuesta diseñada por el Departamento de 
pediatría (ver Anexo1) para recaudar datos clínicos y sociodemográficos. 
Este estudio fue aprobado por el Comité de investigación y ética de la Facultad de 
Medicina de la UANL y contó con el siguiente número de registro: IN-13-007. 
5.2.2 Obtención de muestras 
 Exudado faríngeo 
Se sujetó la lengua del paciente con un abatelenguas y se frotó con firmeza la 
pared posterior de la garganta (orofaringe) con el hisopo de rayón estéril, teniendo 
cuidado de no tocar la epiglotis para no provocar el vómito. Posteriormente, el 
hisopo se introdujo en un tubo con 3 ml de transporte viral universal; las muestras 
se mantuvieron a 4°C hasta llegar al laboratorio. Ya en este, los 3 ml de transporte 
viral se repartieron en alícuotas de 500 µl en crioviales y se guardaron a -80°C 
hasta su uso. 
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 Lavado nasal 
Se colocó la cabeza del paciente con una inclinación de 45°, se llenó una pipeta 
beral de 2 ml con solución salina y esta se introdujo de 2-3 cm en la nariz, se 
expulsó y aspiró la solución salina varias veces en la fosa nasal; dicha solución 
con el fluido nasal se recuperó en crioviales y se mantuvo a 4°C hasta llegar al 
laboratorio. Ya en este, se hicieron alícuotas de 250 µl en tubos para 
microcentrífuga de 1.5 ml y se guardaron a -80°C hasta su uso. 
5.2.3 Clasificación de los pacientes según su cuadro clínico 
Con base en la encuesta elaborada por el Departamento de Pediatría, tomamos la 
sección del cuadro clínico para clasificar a nuestros pacientes en tres grandes 
grupos según la gravedad de sus síntomas: a) Los pacientes que presentaron 
rinorrea y/o tos se clasificaron como leves; b) Los pacientes que presentaron 
alguno de los síntomas previos más fiebre y/o vómito y/o hiporexia y/o astenia se 
clasificaron como moderados; c) Los pacientes que presentaron alguno de los 
síntomas anteriores más disnea o sólo disnea se clasificaron como graves. 
5.2.4 Extracción de ácidos nucleicos 
Se extrajeron los ácidos nucleicos con el kit QIAamp MinElute Virus Spin bajo las 
condiciones del fabricante (ver Anexo2). Se partió de 250 µl de muestra de 
transporte viral de cada paciente o control, a dichas muestras se les realizó un 
proceso de lisado con proteasas y altas temperaturas, después se transfirieron a 
columnas con membranas de sílice para la unión de los ácidos nucleicos a esta, 
facilitando la eliminación de contaminantes mediante el uso de soluciones 
amortiguadoras y finalmente se eluyeron los ácidos nucleicos purificados en 50 µl 
de Buffer AVE. Se verificó la pureza de todos los ácidos nucleicos extraídos 
mediante el equipo NanoDrop 2000. 
5.2.5 Detección y cuantificación de la carga viral de virus respiratorios 
5.2.5.1 Detección de virus respiratorios por Luminex 
Se realizó la detección de virus respiratorios (IVA, IVA subtipo H1, H3 y H1N1, 
IVB, RSV, Coronavirus NL63, OC43, HKU1 y 229E, PIV1 a PIV4, hMPV, 
Enterovirus/hRV, AdV y Bocavirus) a partir de los ácidos nucleicos de exudado 
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faríngeo mediante el kit xTAG® Respiratory Viral Panel Fast v2 bajo las 
condiciones del fabricante (ver Anexo3). Se realizó la síntesis del cDNA a partir de 
10 µl del RNA obtenido de las muestras. El cDNA fue usado como templado para 
la realización de una PCR, en la cual se usaron primers específicos, los cuales 
contenían secuencias etiquetadoras únicas. En aquellas muestras donde se 
encontraba las secuencias específicas para los primers, los amplicones generados 
fueron marcados con biotina. Posteriormente, se realizó la hibridación de estas 
secuencias a las perlas, las cuales se encontraban conjugadas con sondas 
específicas para cada virus a analizar. En aquellos casos donde hubo hibridación, 
esta podría ser detectada utilizando la molécula fluorescente SAPE 
(Estreptavidina-ficoeritrina), la cual se uniría a la biotina del amplicón hibridado. 
Las perlas fueron identificadas y analizadas en el equipo Bio-Plex 200, este 
identificó el color de cada perla (específica para cada virus o subtipo) y la 
presencia o ausencia del complejo biotina-SAPE, así es como cada virus generó 
una señal y las muestras fueron identificadas como positivas o negativas por los 
softwares Bio-Plex Manager y Data Pro del equipo.     
5.2.5.2 Confirmación y carga viral de virus respiratorios por qRT-PCR 
 qRT-PCR con sondas de hidrólisis (PrimerDesign)  
Se realizó la confirmación de la detección y cuantificación de la carga viral del 
hRV, IVA, IVB, RSV y hMPV mediante sondas de hidrólisis de PrimerDesign. 
Primero se preparó el MM (Master Mix) para cada muestra (ácidos nucleicos 
extraídos previamente), estándar o control negativo agregando 5 µl de 2x Probe 
RT-PCR Master mix, 0.1 µl de QN Probe RT mix, 0.5 µl de 20x primer-probe mix y 
1.9 µl de RNAse free water, a continuación se colocaron 7.5 µl del MM más 2.5 µl 
de muestra, estándares o control negativo según correspondiera en las tirillas para 
PCR, dichas tirillas se colocaron en el termociclador y se corrió la qRT-PCR para 
todos los virus ya mencionados bajo las siguientes condiciones: 45°C por 10 min, 
95°C por 5 min, 59 ciclos de 95°C por 10 s, 60°C por 1 min. La carga viral se 




 qRT-PCR con SYBR Green 
Se realizó la confirmación de la detección de PIV2 y HKU1 mediante SYBR Green 
empleándose los siguientes primers específicos para PIV2 [65]: F-PIV2: 
GCATTTC CAATCTTCAGGACTATGA; R-PIV2: 
ACCTCCTGGTATAGCAGTGACTGAAC; y para HKU1 [64]: F-HKU1: 
CCTAACTGTGATGTGAGTGATGTCA; R-HKU1: 
ACAAACCAAAGACCATACCATTCATAACT. Se preparó el MM para cada muestra 
(ácidos nucleicos extraídos previamente) y control negativo agregando 5 µl de 2x 
Quantinova SYBRgreen RT-PCR MM, 0.1 µl de QN SYBRgreen RT-Mix, 0.25 µl 
de primer forward (1 µM para PIV2 y 10 µM para HKU1), 0.25 µl de primer reverse 
(1 µM para PIV2 y 10 µM para HKU1) y 1.9 µl de RNAse free water, a continuación 
se colocaron 7.5 µl del MM más 2.5 µl de muestra o control negativo según 
correspondiera en las tirillas para PCR, dichas tirillas se colocaron en el 
termociclador y se corrió la qRT-PCR bajo las siguientes condiciones: 50°C por 10 
min, 95°C por 2 min, 49 ciclos de 95°C por 5 s, 60°C por 10 s.  
5.2.6 Detección de Streptococcus pneumoniae 
A partir del DNA obtenido de los exudados faríngeos tanto de pacientes como de 
controles, se realizó la detección de S. pneumoniae por qPCR empleándose los 
siguientes primers y sonda específicos [66] F-S.pneumoniae: ACGCAATCTAG 
CAGATGAAGC; R-S.pneumoniae: TGTTTGGTTGGTTATTCGTGC; P-
S.pneumoniae: 6FAM-TTTGCCGAAAACGCTTGATACAGGG-TAMRA. Se preparó 
el MM para cada muestra (DNA) y control negativo agregando 5 µl de iQ 
Supermix, 0.15 µl tanto de forward como de reverse (50 µM), 0.2 µl de sonda (10 
µM) y 1.5 µl de RNAse free water, a continuación se colocaron 7 µl del MM más 3 
µl de muestra o control negativo según correspondiera en las tirillas para PCR, 
dichas tirillas se colocaron en el termociclador y se corrió la qPCR bajo las 




5.2.7 Cuantificación de citocinas  
5.2.7.1 ELISA tipo sándwich  
Se realizó una ELISA tipo sándwich para la cuantificación de TGF-ȕ a partir del 
fluido nasal tanto de pacientes confirmados con IRA viral o bacteriana así como de 
los sujetos controles. Primero, un día antes de realizar el ensayo se prepararon 
todos los reactivos de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se unió el 
anticuerpo de captura a una placa de 96 Pocillos. El día del ensayo, en principio 
se realizó la activación del TGF-ȕ de las muestras (se partió de 80 µl de lavado 
nasal) mediante hidrólisis ácida con HCl, ésta se neutralizó con NaOH 1.2 N / 
HEPES 0.5 M, posteriormente, las muestras, blancos y estándares se colocaron 
en sus respectivos pozos en la placa de ELISA. A continuación, se añadieron a 
cada uno de los pocillos 100 µl del anticuerpo de detección y tras un periodo de 
incubación de dos horas, se colocaron 100 µl de estreptavidina-peroxidasa a estos 
mismos. Finalmente, se agregaron 100 µl de solución sustrato a cada pozo y tras 
20 min de incubación con ésta, se detuvo la reacción con 50 µl de H2SO4 2N y se 
leyó la placa a 450 nm. La concentración de la citocina se valoró mediante una 
curva estándar. 
5.2.7.2 Luminex 
Se realizó un ensayo Luminex para 15 citocinas (IL-1ȕ, IL-6, IL-21, IL-βγ, TNFα, 
IL-10, IFNȖ, IL-4, IL-31, IL-33, IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-25, sCD40L) mediante el kit 
Bio-Plex Pro-Human (Premixed) Th17 Cytokine (ver Anexo4) a partir de 100 µl de 
fluido nasal tanto de pacientes confirmados con IRA viral o bacteriana así como de 
los sujetos controles. En primer lugar se agregaron 50 µl de perlas 1x conjugadas 
a anticuerpos a la placa de 96 pozos, tras un lavado se añadió 50 µl de los 
estándares, blancos y controles, así como 100 µl de fluido nasal a cada pocillo 
según como correspondiera. Después de una incubación de 1 hr, la placa se lavó 
de nuevo y se colocaron 25 µl de anticuerpo de detección 1x, transcurridos 30 min 
se lavó la placa y se colocó en cada pozo 50 µl de SAPE 1x. Finalmente, para la 
lectura de la placa se lavó el plato y se resuspendieron las perlas en 125 µl de 
buffer de ensayo, permitiéndonos el análisis de la placa en el Bio-Plex 200 por los 
softwares Bio-Plex Manager y Data Pro. 
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5.2.8 Análisis estadísticos 
Se correlacionaron y compararon tanto la carga viral, Cts así como la 
concentración de citocinas con todas las variables (género, estatus clínico del 
paciente, síntomas, tipo de infección, hospitalización, seno materno, exposición a 
humo de tabaco, prematuridad, edad, diagnóstico clínico, entre otras) asociadas a 
la gravedad de los pacientes.  
Todos los análisis estadísticos así como la construcción de figuras fueron 
realizados con el software GraphPad Prism v6.0 (La Jolla, California). La carga 
viral fue expresada en un principio como el número de copias determinado por 
PCR en tiempo real y posteriormente se transformó al logaritmo de base 10 del 
número de copias de RNA/µl mientras que la concentración de citocinas se 
expresó en pg/ml. La prueba exacta de Fisher fue usada para determinar 
diferencias entre nuestros pacientes y controles. Para las variables paramétricas 
se realizaron comparaciones mediante la prueba T student o ANOVA con 
comparación múltiple de Tukey, en el caso de las variables no paramétricas, las 
comparaciones fueron hechas mediante la U de Mann-Whitney y la prueba de 
Kruskal-Wallis con comparación múltiple de Dunn. Las correlaciones fueron 
analizadas usando el coeficiente de Pearson o el de Spearman según 
correspondió. Adicionalmente, se realizaron cálculos del riesgo relativo (RR). Los 




Capítulo VI: Resultados 
 
 
6.1 Población de estudio, características sociodemográficos y clínicas.  
Se colectaron 121 muestras de exudado faríngeo y lavado nasal, de éstas, se 
eliminaron 6 debido a una mala calidad y baja cantidad de la muestra. Este trabajo 
de investigación incluyó 115 pacientes y 9 sujetos controles. 
La media de la edad de los 115 pacientes fue de 5 años, siendo 76 de estos 
menores a 1 año de edad. Las principales causas de hospitalización en nuestros 
pacientes pediátricos fueron bronquiolitis y neumonía. Pacientes y controles se 
encontraban pareados por edad y género (P=1) (Tabla 2). 
Tabla 2. Datos sociodemográficos y características clínicas de la población de estudio. 
 
Pacientes (n=115) Controles (n=9) Valor de *P 
Género 
   Masculino 









   <1 año (0.3-11 meses) 











74 (64%) No aplica - 
Seno Materno 
   Si 
   No 





















*P calculada con Exacta de Fisher. 
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6.2 Virus como agentes etiológicos de IRAs en pacientes pediátricos.  
Se corrieron las 115 muestras con el kit xTAG® Respiratory Viral Panel Fast v2 en 
el equipo Bio-Plex 200. Sesenta y tres muestras resultaron positivas para al 
menos 1 virus, la mono-infección más frecuente fue Enterovirus-hRV (12 
pacientes) mientras que la co-infección más detectada fue Enterovirus-hRV 
/IVB/PIV2 (5 pacientes).  
Se realizó la validación de dichos resultados por qRT-PCR mediante sondas de 
hidrólisis con PrimerDesign y SYBR Green. El 47% (54 pacientes) de los pacientes 
resultaron positivos para al menos 1 virus, de los cuales el 81.5% (44 pacientes) 
fueron mono-infecciones, siendo la más frecuente con hRV en 15 pacientes 
mientras que la co-infección más común fue con HKU1 en 8 pacientes (Tabla 3). 
No se detectó ningún paciente infectado con IVA ni con PIV2. No se realizó 
validación ni cuantificación de carga viral para PIV3 y Bocavirus.    
Tabla 3. Mono y co-infecciones virales detectadas en pacientes con IRAs. 
Mono-infecciones Co-infecciones 
Virus No. de pacientes  Virus No. de pacientes  
hRV 15 hRV/PIV3 1 
RSV 14 RSV/HKU1 2 
hMPV 7 hMPV/HKU1 2 
Bocavirus 6 hMPV/PIV3 1 
HKU1 1 Bocavirus/HKU1 2 
IVB 1 IVB/HKU1 2 
TOTAL 44 TOTAL                10 
   
El hMPV fue el virus con las mayores cargas virales en los pacientes pediátricos 




Figura 3. Cargas virales encontradas en pacientes pediátricos con IRAs virales. 
Diagrama de cajas y bigotes: n=45 pacientes. IVB n=3, RSV n=16, hRV n=16, hMPV n= 
10. Kruskal-Wallis P<0.01. 
6.3 Streptococcus pneumoniae en pacientes pediátricos con IRAs. 
Para descartar una co-infección bacteriana en nuestras muestras, se identificó por 
qPCR a S. pneumoniae, principal bacteria causante de IRAs. Resultando 11 
muestras positivas, de las cuales 3 fueron mono-infecciones bacterianas y 8 co-
infecciones bacteria/virus. De estos pacientes, cinco se encontraban 
hospitalizados, uno de ellos con mono-infección y 4 con co-infección. Las co-
infecciones bacteria/virus más frecuentes fueron con hRV y hMPV, ambos con 3 
pacientes (Tabla 4).   
Tabla 4. Mono y co-infecciones bacterianas detectadas por qPCR en pacientes con IRAs. 
Mono-infecciones Co-infecciones 
Bacteria No. de pacientes  Bacteria/Virus No. de pacientes  
S. pneumoniae 3 S. pneumoniae/hRV 2 
  S. pneumoniae/hRV/PIV3 1 
  S. pneumoniae/RSV 1 
  S. pneumoniae/hMPV 1 
  S. pneumoniae/hMPV /HKU1 2 
  S. pneumoniae/Bocavirus 1 




Después de la confirmación de infecciones virales (54 positivos) y/o bacterianas (3 
positivos para mono-infección), únicamente nos quedamos con 57 pacientes en 
los que se detectó algún patógeno.  
También se determinó mediante el cálculo del riesgo relativo que es 3.77 veces 
más probable cursar con una IRA grave cuando se detecta la infección o co-
infección por S. pneumoniae (Tabla 5). 
Tabla 5. S. pneumoniae incrementa el riesgo de cursar de manera grave con una IRA en 
pacientes pediátricos. 
Característica Infección bacteriana Infección viral P 
Riesgo 
relativo 
Grave 9 22 0.049 3.77 
Leve 2 24 
  
 
6.4 Citocinas en mucosa nasal de pacientes pediátricos con IRAs virales y S. 
pneumoniae. 
6.4.1 TGF-β no fue detectado en la mayoría de los pacientes con IRAs. 
Se realizó la cuantificación de TGF-ȕ a partir del fluido nasal de los 57 pacientes 
con IRA viral y/o bacteriana mediante el kit Human TGF-beta 1 DuoSet ELISA bajo 
las condiciones del fabricante. Únicamente fue posible detectar los niveles de 
TGF-ȕ en 2 pacientes, los cuales estaban infectados por hRV y bocavirus, 
teniendo concentraciones de TGF- ȕ de 70.96 pg/ml y 68.55 pg/ml, 
respectivamente. 
6.4.2 Los agentes causales de las IRAs inducen diferentes perfiles de 
citocinas en mucosa nasal de pacientes pediátricos. 
Se compararon los niveles de citocinas por agente infeccioso de los 57 pacientes 
mediante Luminex, obteniendo diferencias significativas en las siguientes: hMPV 
produce las mayores concentraciones de TNF-α (P<0.01), mientras que Bocavirus 
produce las mayores concentraciones de IL-21 (P<0.05), IL-23 (P<0.05), IL-4 
(P<0.01) e IL-17A (P<0.01). También se observó que tras la infección por hRV y S. 
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pneumoniae se producen altas concentraciones de IL-4 (P<0.05 y P<0.01) (Figura 
4). 
 
Figura 4. Los niveles de citocinas dependen del agente causal de la IRA, n=57 px y 9 
controles. Se muestra la Media ± SEM, Kruskal-Wallis (P<0.05), Comparación múltiple de 
Dunns *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
No se obtuvo diferencia significativa con las otras 10 citocinas medidas (IL-1ȕ, IL-
6, IL-10, IFNȖ, IL-31, IL-33, IL-17F, IL-22, IL-25, sCD40L). Se muestra a 
continuación un resumen de las concentraciones de todas las citocinas detectadas 





Figura 5. El perfil de citocinas difiere dependiendo del agente causal de la IRA. Las 
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6.5 Los pacientes presentaron en su mayoría un estado grave de IRA. 
Se clasificaron los 57 pacientes en 3 grandes grupos: leve, moderado y grave, 
según su cuadro clínico como se mostró en la metodología. La mayoría de 
nuestros pacientes presentaron un estatus clínico grave (Figura 6). 
 
Figura 6. El 54% de los pacientes cursaban con una IRA grave, n=57 px. 
6.6 Asociación de los agentes etiológicos y citocinas en mucosa nasal con la 
gravedad de los pacientes 
6.6.1 El género femenino presentó mayores cargas virales. 
Se realizó la comparación entre las cargas virales de los pacientes y su gravedad, 
síntomas, tipo de infección, hospitalización, seno materno, exposición a humo de 
cigarro, prematuridad, resolución de la sintomatología, diagnóstico clínico y 
género, únicamente siendo significativa esta última (P<0.05) (Figura 7). Se 
observó que las pacientes femeninas presentan mayores cargas virales. Además, 
se realizó la correlación de la carga viral con la edad y la gravedad de los 
pacientes, resultando no significativas.  
 
Figura 7. Pacientes femeninas presentan mayores cargas virales, masculino n=25, 
femenino n=20. Media de la carga viral. T-Student P<0.05. 
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6.6.2 hMPV correlacionó con la gravedad e ingesta de leche materna. 
Se realizó la comparación entre las cargas virales de los pacientes infectados con 
hMPV  y sus síntomas, tipo de infección, hospitalización, exposición a humo de 
cigarro, prematuridad, resolución de la sintomatología, diagnóstico clínico y 
género, resultando no significativas. Se encontró una correlación positiva fuerte 
entre la carga viral de hMPV y la gravedad, así como una correlación negativa 
fuerte con la ingesta de seno materno de los pacientes, resultando significativas 
(Figura 8). Es decir, a mayor carga viral de hMPV más grave estará el paciente y 




Figura 8. hMPV correlaciona con la gravedad e ingesta de leche materna del 
paciente, gravedad de los pacientes n=10, seno materno n=9. r de Spearman= gravedad 
P<0.05, seno materno P<0.01. 
 
También se realizó la comparación entre los Cts de HKU1 así como de las cargas 
virales de los pacientes infectados con hRV o RSV y sus síntomas, tipo de 
infección, hospitalización, seno materno, exposición a humo de cigarro, 
prematuridad, resolución de la sintomatología, diagnóstico clínico y género, 
resultando no significativas. Además, se realizó la correlación de HKU1, hRV o 
RSV con la edad y la gravedad de los pacientes, resultando no significativas.  
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6.6.3 S. pneumoniae correlacionó con la gravedad de la enfermedad.  
Se realizó la comparación entre los Cts de los pacientes infectados con S. 
pneumoniae y sus síntomas, tipo de infección, hospitalización, exposición a humo 
de cigarro, prematuridad, resolución de la sintomatología, diagnóstico clínico y 
género, resultando no significativas. Se encontró una correlación negativa fuerte 
significativa entre los Cts de S. pneumoniae con la gravedad de los pacientes 
(Figura 9). Es decir, a mayor Ct (menor carga bacteriana) menos grave estará el 
paciente. 
Además se realizó la comparación entre los Cts de S. pneumoniae dependiendo 
de si se detectaba en co-infección con algún virus respiratorio o a manera de 
mono-infección, resultando no significativa; no obstante se puede apreciar como al 
presentarse en co-infección con hMPV se observa un menor Ct, incluso que en la 
mono-infección bacteriana (Figura 9). 
 
 
Figura 9. S. pneumoniae correlaciona con la gravedad de los pacientes y se asocia 
con hMPV. Gravedad de los pacientes n=11, co-infección viral vs mono-infección 







6.6.4 Asociación de los niveles de citocinas con las variables de los 
pacientes. 
6.6.4.1 Citocinas proinflamatorias y Th2 se relacionan con el estado de la 
enfermedad en pacientes pediátricos con IRA virales y/o bacteriana.  
Se compararon los niveles de las 15 citocinas por gravedad de los pacientes, 
obteniendo diferencias significativas en las siguientes: TNF-α e IL-1ȕ se producen 
en mayores concentraciones tras una IRA viral grave (P<0.05), mientras que IL-4 
se produce en grandes cantidades tras una infección leve (P<0.01) o moderada 
viral (P<0.05), así como en una infección grave bacteriana (P<0.05) (Figura 10). 
  
 
Figura 10. Citocinas proinflamatorias y Th2 se relacionan con la gravedad de la IRA, 
n=57 px y 9 controles. Se muestra Media ± SEM. Kruskal-Wallis (TNFα e IL-1ȕ P<0.01, IL-
4 P<0.05). Comparación múltiple de Dunns *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
















































































































































































































6.6.4.2 Los niveles de citocinas se asociaron principalmente a fiebre en los 
pacientes pediátricos con IRAs. 
Se realizó la comparación de la concentración de citocinas por síntomas de los 
pacientes, obteniendo en su mayoría altas concentraciones de citocinas que 
fungen como pro-inflamatorias en el caso cursar la infección con fiebre, de hecho 
varias de estas son conocidas como pirógenos endógenos (Tabla 6). 
 








6.6.4.3 Perfil de citocinas según el diagnóstico clínico de los pacientes. 
Al comparar la presentación clínica (neumonía o bronquiolitis) con las 
concentraciones de citocinas, encontramos a IL-23, IL-33, IL-17A, IL-17F, IL-22 e 
IL-25 exclusivamente en los pacientes con neumonía resaltando que IL-33 no ha 
sido reportada anteriormente. Los pacientes con bronquiolitis no tienen un perfil 
exclusivo pero comparte la expresión de IL-21 con los pacientes complicados con 
neumonía (Figura 11).  
 
Figura 11. Perfil de citocinas según el diagnóstico clínico del paciente, n=15 
bronquiolitis, 16 neumonía y 9 controles. +U de Mann-Whitney. P<0.05 vs controles. 
++Kruskal-Wallis. P<0.05 vs controles. 
6.6.4.4 Citocinas correlacionaron con la edad de los pacientes infectados 
con hRV y bocavirus. 
Se correlacionaron la concentración de citocinas por virus con la edad de los 
pacientes, obteniéndose correlaciones significativas de moderadas a fuertes en el 
caso de IFNȖ, IL-4 e IL-23 (Tabla 7). 
Tabla 7. Correlación entre citocinas por virus con la edad de los pacientes. 
Correlación entre citocinas y edad (POR VIRUS) 
Virus Citocina r de Spearman P Correlación 
hRV IFNȖ -0.497 0.009 Moderada 
 IL-4 0.43 0.048 Moderada 
Bocavirus IL-23 0.734 0.021 Fuerte 
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6.6.4.5 Citocinas correlacionaron negativamente con carga viral de hRV y 
coronavirus HKU1. 
Se correlacionó la concentración de citocinas con la carga viral por virus, 
observándose en todas las correlaciones significativas como a mayor 
concentración de citocinas menor es la carga viral (Tabla 8). 
 
Tabla 8. Correlación entre citocinas y carga viral. 
Correlación entre citocinas y carga viral 
Virus Citocina r de Spearman P Correlación 
hRV IL-23 -0.367 0.023 Moderada 
 IL-4 -0.4404 0.023 Moderada 
 IL-22 -0.1786 0.036 Leve 
Correlación entre citocinas y Ct 
Coronavirus 
HKU1 















Capítulo VII: Discusión 
 
 
Se colectaron 115 muestras de exudado faríngeo de pacientes pediátricos con 
diagnóstico presuntivo de IRA viral. A dichas muestras se les realizó Luminex y 
PCR en tiempo real para la detección y confirmación de la infección viral, 
obteniendo 54 (46.9%) pacientes positivos para al menos un virus. El bajo 
rendimiento en la detección de agentes virales puede deberse a un mal 
diagnóstico clínico, una toma incorrecta de la muestra o la elección inadecuada del 
método para obtener la muestra. Analizando estos tres factores, en nuestro 
estudio, podemos descartar de inmediato la elección inadecuada del método de 
toma de muestra, ya que empleamos el exudado faríngeo colocado en transporte 
viral, dicho método ha sido considerado un gran avance en la detección de virus 
respiratorios por PCR [67], además de ser el método donde se obtiene una mayor 
cantidad de células epiteliales [68].  
La mono-infección viral más frecuente fue hRV con 15 pacientes (27.7%) (Tabla 
3). El hRV es el virus causante del resfriado común [69] y es frecuentemente 
aislado de tracto respiratorio superior en pacientes pediátricos menores a 5 años 
con IRA [70, 71]. La co-infección más común fue con el coronavirus HKU1, 
presentándose en 8 pacientes (14.8%) (Tabla 3); los coronavirus ya han sido 
previamente reportados como una de las principales co-infecciones en pacientes 
pediátricos, presentándose en promedio en un 50% de las ocasiones a manera de 
co-infección con algunos de los virus que tienden a presentar cargas virales altas 
como RSV y hMPV [72-74]. IVA y Adenovirus no fueron detectados en ninguno de 
nuestros pacientes; este hallazgo no es raro, algunos estudios reportan que en 
pacientes mayores de 15 años la infección por IVA tiene mayor prevalencia que en 
aquellos pacientes menores de 15 años [75], lo cual coincide con los resultados de 
esta investigación. En el caso de Adenovirus, este se presenta principalmente en 
los meses de junio a agosto (clima cálido-templado) [76]; las muestras de esta 
investigación fueron tomadas en el invierno. 
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Interesantemente, se detectaron 10 pacientes (18.5%) con hMPV (Tabla 3); 
existen pocos estudios que han reportado este virus infectando el tracto 
respiratorio superior en pacientes pediátricos [77-79], siendo este uno de ellos. 
Además, el hMPV fue el virus con las mayores cargas virales ( = 3.79x106 copias 
de RNA/µl) en pacientes pediátricos (Figura 3), lo cual concuerda con el hecho de 
que hMPV es un virus de altas cargas virales [72]. 
De los 115 pacientes, 8 presentaron co-infección S. pneumoniae-virus y 3 fueron 
mono-infecciones bacterianas (Tabla 4). Los virus más detectados en los 
pacientes con co-infección bacteria/virus fueron hRV, RSV y hMPV; los cuales han 
sido previamente reportados en co-infecciones con S. pneumoniae [80-82]. Cinco 
de los 11 pacientes con S. pneumoniae se encontraban hospitalizados. Se 
encontró un riesgo relativo de 3.77 veces más de cursar con la enfermedad grave 
cuando se encuentra esta bacteria comparado con aquellos pacientes que sólo 
presenta mono o co-infecciones virales (Tabla 5) lo cual coincide con algunos 
reportes previos [82-84]; aunque ciertos artículos mencionan que este riesgo se ve 
sumamente mitigado gracias a los antibióticos de amplio espectro usados en el 
tratamiento de las IRAs [85]. 
Actualmente, se reconoce que las co-infecciones por un agente etiológico 
diferente (virus-bacteria) a la infección primaria es predisponente a un estadio 
clínico grave. En el caso de S. pneumoniae, la cual se puede encontrar como flora 
normal en niños asintomáticos (60% de incidencia, incluso tras la inmunización 
con la vacuna antineumocócica conjugada) [9-11], es decir, forma parte del 
microambiente propio del tracto respiratorio superior de algunas personas; al 
momento de presentarse una infección viral, ésta vuelve al epitelio respiratorio 
más susceptible a una colonización bacteriana [86]. Dicha susceptibilidad se da 
por diversos mecanismos virales como la disminución de la función mucociliar, 
daño y pérdida de la integridad de las capas epiteliales, la subexpresión de 
péptidos antimicrobianos como ȕ-defensinas y la capacidad de algunos virus de 
escindir residuos de ácido ciálico, dándole acceso a las bacterias a receptores 
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enmascarados por dichos residuos y finalmente la sobreexpresión de receptores 
(PAFr, ICAM-1, P5F) requeridos para la adherencia de las bacterias [80]. 
Basado en todos los datos anteriores, se pudo determinar que en nuestra 
población de estudio la prevalencia de las mono-infecciones bacterianas fue de 
5.2% mientras que de las virales fue de 68.42%, así como las co-infecciones virus-
virus y bacteria-virus se presentaron en el 26.31% de los casos, estos datos varían 
un poco con respecto a estudios previos como el de Jaehyeon [87] donde se 
reporta una prevalencia de 11.52% de las mono-infecciones bacterianas, 71.42% 
de las mono-infecciones virales y 26.31% de las co-infecciones virus-virus y 
bacteria-virus. Estas variaciones entre los dos estudios pueden estar 
determinadas por el número de muestras incluidas. 
Posterior a la detección de los agentes causales de las IRAs en nuestros 
pacientes, se procedió a determinar el perfil de citocinas en cada uno de ellos, 
obteniendo que para TGF-ȕ únicamente se detectaron 2 pacientes positivos 
debido a que el límite mínimo de detección de la ELISA empleada es sumamente 
alto (31.3 pg/ml) y ya se ha reportado en modelos animales e in vitro [88, 89] que 
los neonatos si muestran la generación de un amplio espectro de citocinas, sin 
embargo, debido a la inmadurez inmunológica, estas se producen en menores 
cantidades que en adultos [62, 90]. La producción de TGF-ȕ permite la replicación 
de hRV, ya que afecta directamente la vía de interferones al aumentar la 
activación de SMAD2 lo cual potencializa la producción del inhibidor SOCS1 [91]; 
en bocavirus, si se han encontrado citocinas profibróticas como EGF y VEGF [53], 
no obstante no se ha detectado TGF-ȕ a pesar de ser considerada la principal 
citocina fibrótica [92]. 
En cuanto al perfil de 15 citocinas (IL-1ȕ, IL-6, IL-21, IL-βγ, TNFα, IL-10, IFNȖ, IL-
4, IL-31, IL-33, IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-25, sCD40L). La infección con bocavirus 
genera altas concentraciones de IL-21, IL-23, IL-4 e IL-17A (Figura 4), siendo IL-4, 
la única reportada previamente participando en procesos Th2 así como 
correlacionando con el aumento de la tos en pacientes con bronquiolitis por 
bocavirus [55]. La IL-21 no está reportada en la infección por bocavirus, una 
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posible explicación de su participación en estas infecciones, es que al ser una 
citocina producida por linfocitos T y posiblemente en nuestro caso por células 
NKT, podría estar actuando en sinergia con IL-15 de NK y linfocitos T CD8, 
además de aumentar el procesamiento de antígenos por macrófagos [93]. En 
tanto a IL-23, esta citocina tampoco está reportada en la infección con bocavirus 
pero si se ha presentado en infecciones con RSV [94, 95], tomando en cuenta lo 
anterior, se propone lo siguiente: Al ser el bocavirus un virus de DNA de cadena 
sencilla puede ser detectado por TLR9 (MYD88) en los endosomas de macrófago 
y células dendríticas, lo cual genera la producción de IL-23, esta citocina pro-
inflamatoria activa los linfocitos Th17 para producir IL-17A (citocina mucogénica) y 
a la par se produce IL-13 (no cuantificada en nuestro estudio), ésta activa a 
linfocitos Th2 para producir IL-4 (citocina mucogénica) generándose la 
sobreproducción de moco. Dicha sobreproducción de moco se observa en 
nuestros pacientes ya que 5 de 8 pacientes positivos para bocavirus presentan 
rinorrea. 
Los pacientes infectados con hMPV presentaron altas concentraciones de TNFα, 
lo cual no se ha reportado a nivel de tracto respiratorio superior pero si en tracto 
respiratorio inferior en ratones BALB/c [47], siendo de vital importancia dicha 
citocina pro-inflamatoria para el aumento en la generación de otras citocinas (IL-6, 
IL-1ȕ) que permiten el control de la infección viral por la vía de señalización de NF-
țB. En cuanto a hRV y S. pneumoniae, se vio que aumentan significativamente la 
concentración de IL-4, en ambos casos ya está reportado dicho aumento, en 
infecciones por hRV en pacientes asmáticos se generan altas concentraciones de 
IL-4 e IL-13, lo que lleva a la sobreexpresión de receptores como ICAM-1 
permitiendo la infección por hRV [96], mientras en la infección por S. pneumoniae 
se genera IL-4 como un mecanismo de reparación del daño (regulando la síntesis 
de citocinas pro-inflamatorias como  IL-1β, IL-6 y TNFα) causado tras la infección 
en un modelo de ratones C57BL/6 neonatos [62]. 
El perfil de citocinas varía dependiento del agente causal de la IRA (Figura 5), no 
obstante hay una marcada tendencia a la generación de grandes concentraciones 
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de citocinas inflamatorias como IL-1ȕ e IL-17A y de citocinas Th2 como IL-4, lo 
anterior nos da pauta a observar como siempre el sistema inmunológico busca un 
estado de homeostasis tras una infección, es decir se generan citocinas 
inflamatorias para eliminar el agente causal y al mismo tiempo se producen 
citocinas inmunoreguladoras como IL-4 para evitar la persistencia de las anteriores 
y con ello resolver la infección causando el menor daño posible. 
A continuación (Figura 12) se muestra una comparación entre el perfil de citocinas 
reportado previamente en la literatura y el encontrado en nuestro estudio 
dependiendo del agente viral causante de la IRA.  
 
Figura 12. Perfil de citocinas dependiendo el virus respiratorio causal de la IRA. 
LIT.= Lo reportado en la literatura, N= Lo reportado en éste trabajo de investigación. En lo 
reportado en éste trabajo de investigación, el azul fuerte corresponde a la mayor 
concentración de citocinas y el azul claro a la menor concentración de citocinas. 
En la Figura 12 cabe resaltar la detección de IL-21 e IL-23 ya que prácticamente 
no están reportadas para ningún virus a excepción de IL-23 con RSV, lo cual las 
hace atractivos blancos de futuras investigaciones con el fin de dilucidar nuevos 
blancos terapéuticos para estas IRA. También podemos notar como nuestro 
trabajo es uno de los primeros acercamientos para dilucidar el perfil de citocinas 
en tracto respiratorio superior de pacientes pediátricos debido a la infección por 
hMPV y coronavirus HKU1. 
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El ligando soluble sCD40L se detectó en muy bajas concentraciones en respuesta 
a la infección por virus respiratorios, no obstante, a pesar de ser bajas las 
concentraciones sCD40L se produce más en respuesta a IV y RSV. Actualmente 
no existen datos del papel de sCD40L tras una IRA viral, sin embargo si se posee 
solo un reporte de la acción de su homólogo CD40L en la superficie celular de 
linfocitos T CD4, células dendríticas, linfocitos B y plaquetas tras una infección con 
IVA; en el cual CD40L actúa como un regulador maestro del sistema inmune al 
interaccionar con CD40, promoviendo la expansión, supervivencia y secreción de 
citocinas en células presentadoras de antígeno, linfocitos B y linfocitos T [97].  
Una vez determinado el perfil de citocinas, se prosiguió a comparar y correlacionar 
tanto los agentes etiológicos de las IRAs como los niveles de citocinas con la 
gravedad de nuestros pacientes. Las pacientes femeninas presentaron una mayor 
carga viral comparada con los masculinos (Figura 7), esto se debe principalmente 
a que en las mujeres prevalece una respuesta inmune celular en la niñez debida a 
las intermitentes liberaciones de estrógeno, el cual a bajas concentraciones 
potencializa la respuesta Th1 [98], dicha respuesta al ser exacerbada, en vez de 
resolver la infección, favorece la inmunopatología de la enfermedad. Cabe recalcar 
que para la resolución de la infección viral se necesita tanto la respuesta mediada 
por células T CD4 como por T CD8, no obstante, el incremento en la respuesta de 
las células T ha sido asociado con un aumento de la gravedad de la enfermedad 
[99].  
En hMPV la carga viral correlacionó positivamente con el estatus clínico del 
paciente (Figura 8). Existen datos muy contradictorios en este tema, desde donde 
existe una correlación positiva entre carga viral y gravedad en pacientes con 
infección en tracto respiratorio superior [79], hasta aquellos donde no encuentran 
esta correlación en tracto respiratorio inferior [100]; otros lo relacionan con la 
progresión o curso de la enfermedad pero no con la gravedad del paciente [101]. 
Por todo lo anterior son necesarios más estudios para esclarecer la relación de la 
carga viral de hMPV con la gravedad de la enfermedad. Un común denominador 
en estos trabajos es la toma de muestra a pacientes diagnosticados con una 
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infección de tracto respiratorio inferior y que en su mayoría ya se encontraban 
hospitalizados al momento de la toma de la muestra. Nuestro estudio es de los 
primeros en reportar la asociación entre la carga viral y la gravedad del paciente a 
nivel de tracto respiratorio superior. 
Nosotros reportamos una correlación entre la carga viral del hMPV con seno 
materno (Figura 8). En concordancia con nuestros resultados, se ha reportado un 
riesgo relativo de 2.2 veces más de ser hospitalizados aquellos pacientes 
infectados con RSV que no se alimentaron con leche materna [102], esta 
protección en edades tempranas es debido a la transferencia pasiva madre-hijo de 
IgA [103], IgG y citocinas [104]. 
El Ct de S. pneumoniae correlacionó con la gravedad de los pacientes (Figura 9). 
A menor Ct (mayor carga bacteriana), más grave estará el paciente. Como se 
mencionó previamente, S. pneumoniae es la bacteria más comúnmente detectada 
en pacientes con IRA [80], principalmente es bien conocida su asociación positiva 
con los virus de la influenza y con RSV, lo que lleva, en la mayoría de los casos, a 
que los pacientes tengan un mayor riesgo de ser hospitalizados [82-84].  
La interacción virus y S. pneumoniae no afectó las cargas virales. Tampoco se 
pudo apreciar diferencias entre las medias del Ct de co-infección bacteriana con 
las monoinfecciones bacterianas (Figura 9). La única co-infección bacteriana que 
presentó Cts más bajos que las mono-infecciones, fue con hMPV. Existen muy 
pocos reportes entre la asociación de hMPV con S. pneumoniae, y estos son 
prácticamente en líneas celulares y en modelos animales [105, 106], donde se 
reportan que el hMPV permite la colonización bacteriana a través de la inducción 
de una respuesta pro-inflamatoria y la sobreexpresión de proteínas de adhesión 
en las células epiteliales, mecanismo reportado para RSV-S. pneumoniae [106]. 
Por lo anterior, nuestro estudio es uno de los primeros en reportar la relación 
hMPV-S. pneumoniae en tracto respiratorio superior de pacientes pediátricos. 
Las citocinas pro-inflamatorias TNFα e IL-1ȕ se encontraron en grandes 
concentraciones en las infecciones graves virales (Figura 10), dichas citocinas 
pueden llegar a ser persistentes (tormenta de citocinas) y participar en el daño 
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tisular [107]. Por otro lado, IL-4 está en grandes concentraciones cuando los 
pacientes presentan una infección leve o moderada viral (Figura 10); como se 
mencionó anteriormente, IL-4 es capaz de regular la síntesis de citocinas pro-
inflamatorias, activar mecanismos de reparación de los macrófagos M2 para así 
evitar una tormenta de citocinas y con esto una persistencia del virus [108, 109].  
La mayoría de las citocinas pro-inflamatorias se observaron en altas 
concentraciones cuando los pacientes con IRA presentaban fiebre (Tabla 6), esto 
era de esperarse debido a que citocinas como IL-6 y TNFα son consideradas 
pirógenos endógenos [110]. Para las concentraciones de citocinas dependiendo 
del diagnóstico clínico, se pudo determinar un perfil de 6 citocinas (IL-23, IL-17A, 
IL-17F, IL-22, IL-25 e IL-33) únicamente presentes cuando el paciente tenía 
neumonía (Figura 11), de las cuales la mayoría (las primeras 5) ya se encuentran 
reportadas [60], excepto IL-33. Esta última, es producida por fibroblastos y células 
epiteliales, activan a mastocitos, basófilos y eosinófilos, por lo cual se encuentra 
muy relacionada a procesos alérgicos, no obstante también se sabe que puede 
estimular la producción de IL-4 regulando la síntesis de citocinas pro-inflamatorias 
y es capaz de reclutar fibroblastos para la reparación del tejido dañado [111], lo 
cual sería de gran ayuda a nivel pulmonar. En los pacientes con diagnóstico de 
bronquiolitis no se encontró ninguna citocina en particular, pero compartían IL-1ȕ, 
IL-6, TNFα, IL-10, IL-4 e IL-21 con los pacientes diagnosticados con neumonía 
[108] (Figura 11). La única citocina detectada no reportada fue IL-21, la cual no es 
raro encontrarla, ya que como se explicó previamente, es una citocina antiviral y la 
mayoría de nuestros pacientes presentan infecciones virales las cuales son 
capaces de generar tanto neumonía como bronquiolitis [93].  
Nuestros resultados mostraron una correlación positiva entre la edad y la 
concentración de citocinas (Tabla 7), lo anterior pudiera ser debido a una mayor 
maduración del sistema inmune en los pacientes de mayor edad como 
previamente se ha reportado [98]. Las cargas virales decrecen cuando existe una 
mayor concentración de citocinas (Tabla 8), dichas citocinas estudiadas en este 
trabajo juegan un papel importante en la activación de la respuesta inmune innata 
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con el reclutamiento de células y/u otros mediadores antivirales involucrados en la 




Capítulo VIII: Conclusiones 
 
 
 Se identificaron los agentes etiológicos virales y bacteriano causantes de 
IRA en pacientes pediátricos. 
 
 Se logró determinar el perfil de citocinas local en mucosa nasal de 
pacientes pediátricos con IRAs.  
 
 Bocavirus promueve la producción de IL-21 e IL-23, lo cual las hace 
posibles blancos terapéuticos o biomarcadores de gravedad. 
 
 hMPV y S. pneumoniae correlacionan su carga viral y Ct con la gravedad 
de los pacientes. 
 
 La ingesta de leche materna provee inmunidad pasiva contra hMPV. 
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Capítulo X: Anexos 
 
 









10.2 Anexo2: Extracción de ácidos nucleicos 
1. Etiquetar el número de tubos de microcentrífuga de 1.5 ml de acuerdo a la 
cantidad de muestras que se procesarán. Añadir 25 µL de proteasa a cada 
uno de los tubos.  
2. Añadir 250 µL de cada transporte viral a su respectivo tubo.  
3. Añadir 200 µL de acarreador de RNA-AVL. Mezclar en vortex durante 15 
segundos.  
4. Incubar a 56 °C en una termoplaca durante 15 minutos. Dar un spin. 
5. Añadir 250 µL de etanol absoluto grado biología molecular. Mezclar en 
vortex durante 15 segundos. 
6. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Dar un spin. 
7. Añadir el volumen total de la solución anterior en la columna.  
8. Centrifugar a 6000 g por 1 minuto. Descartar el tubo colector y colocar la 
columna en uno nuevo.  
9. Añadir 500 µl de solución amortiguadora AW1 en la columna. Centrifugar a 
6000 g por 1 minuto. Descartar el tubo colector y colocar la columna en uno 
nuevo. 
10. Añadir 500 µl de solución amortiguadora AW2 en la columna. Centrifugar a 
6000 g por 1 minuto. Descartar el tubo colector y colocar la columna en uno 
nuevo. 
11. Añadir 500 µl de etanol absoluto grado biología molecular en la columna. 
Centrifugar a 6000 g por 1 minuto. Descartar el tubo colector y colocar la 
columna en uno nuevo. 
12. Cerrar la columna y centrifugar a 20000 g por 3 minutos. Incubar la columna 
por 3 minutos a 56 °C.  
13. Desechar el tubo colector y colocar la columna en un tubo de 
microcentrifuga de 1.5 ml. 
14. Añadir 50 µL de solución amortiguadora AVE directamente en la 
membrana. Cerrar la columna e incubar 1 minuto a temperatura ambiente.  
15. Centrifugar a 20000 g por 1 minuto.  
16. Guardar las muestras a -80 °C hasta su uso. 
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10.3 Anexo3: Detección de virus respiratorios por Luminex 
 
1. Por muestra de ácidos nucleicos, realizar la RT-PCR múltiple de la 
siguiente manera: Preparar el MM agregando 1.3 µl de agua libre de 
RNAsas, 4 µl del buffer OneStep 5x, 1.1 µl de dNTP´s 10 mM, 2 µl de 
primers 10 mM y 1.6 µl OneStep. Dar vortex y spin. 
2. Agregar 10 µl de MM a 10 µl de la muestra o de los controles internos del 
kit. Dar vortex y spin.   
3. Poner los tubos en el termociclador y correr el siguiente programa: 50°C por 
20 min, 95°C por 15 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s, 59°C por 30 s, 72°C 
por 30 s y finalmente un ciclo a 72°C por 2 min. 
4. Hibridar las microesferas de la siguiente manera: En tiras de PCR de 8 
pocillos añadir 20 µl de microesferas en cada pozo a usarse. 
5. Añadir 2 µl del producto de la RT-PCR en el pocillo correspondiente. 
Mezclar por pipeteo. 
6. Añadir 75 µl de SAPE diluido en solución amortiguadora (1:75) a cada uno 
de los pocillos. Mezclar por pipeteo. Tapar la tira de pocillos con sus tapas. 
7. Colocar las tirillas en el termociclador y mantenerlas a 45°C por 20 min. 












10.4 Anexo4: Cuantificación de citocinas por Luminex 
Preparación inicial: 
1. Planear el diseño de la placa (posición de las muestras, estándares y 
controles). 
2. Empezar/calentar el sistema Bio-Plex 30 min antes de comenzar. Mientras 
tanto, dejar los buffers y diluyentes a temperatura ambiente y comenzar a 
descongelar las muestras. Prender la estación de lavado y calibrar el Bio-
Plex. 
3. Reconstituir un vial del estándar con 781 µl del diluyente estándar HB. 
Reconstituir los controles de calidad en 250 µl del mismo diluyente. Vortex 
por 5 s e incubar todos los viales al mismo tiempo en hielo por 30 min.  
4. Preparar las diluciones seriadas de los estándares y el blanco como se 
muestra a continuación. Vortex 5 s entre cada transferencia de líquido.  
 
5. Después de descongelar las muestras, darles un vortex por 5 s.  
6. Vortexear las perlas 20x por 30 s y diluir a 1x en el assay buffer. Proteger 
de la luz. 
# de Pocillos a usarse Perlas 20x, µl Assay Buffer, µl Volumen Total, µl 
89 245 4651 4896 
 
Procedimiento del ensayo: 
1. Vortexear las perlas diluidas 1x. Agregar 50 µl a cada pocillo.  
2. Lavar el plato 2 veces con 100 µl de Bio-Plex buffer de lavado. 
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3. Dar vortex a las muestras, estándares, blanco y controles. Añadir 50 µl a 
cada pocillo (Excepto de las muestras que son 100 µl).   
4. Cubrir e incubar en la oscuridad por 1 hora a temperatura ambiente con 
agitación vigorosa (850 ± 50 RPM). Cuando falten 10 minutos para que 
acabe la incubación, vortexear el anticuerpo de detección por 5 s y dar un 
spin. Diluir a 1x como se muestra: 
# de Pocillos a 
usarse 
Anticuerpo de 




Volumen Total, µl 
89 123 2326 2449 
 
5. Lavar el plato 3 veces con 100 µl de buffer de lavado.  
6. Dar vortex al anticuerpo de detección diluido 1x y añadir 25 µl a cada 
pocillo.  
7. Cubrir e incubar en la oscuridad por 30 min a temperatura ambiente. Agitar 
a 850 RPM. Mientras tanto, preparar el protocolo en el software del Bio-
Plex. Introducir los valores del estándar S1 provistos en el kit del ensayo. 
8. Cuando falten 10 min para acabar la incubación, dar vortex al SAPE por 5 s 
y dar un spin. Diluir a 1x como se muestra y proteger de la luz. 
# de Pocillos a 
usarse 
100x SAPE, µl Assay Buffer, µl Volumen Total, µl 
89 52 5067 5119 
 
9. Lavar el plato 3 veces con 100 µl de buffer de lavado. 
10. Vortex al SAPE diluido 1x. añadir 50 µl a cada pocillo.  
11. Cubrir e incubar en la oscuridad por 10 min a temperatura ambiente. Agitar 
a 850 RPM. 
12. Lavar el plato 3 veces con 100 µl de buffer de lavado.   
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13. Resuspender perlas en 125 µl de assay buffer. Cubrir y agitar a 850 RPM 
por 30 s.  
14. Si se corrieron los controles de calidad, comparar las concentraciones 
observadas contra los rangos provistos en el kit. Los rangos aplican solo 
cuando los estándares y controles son preparados con el diluyente estándar 
HB.  
